Влияние препарата на основе хлорина е6 на агрегационную активность тромбоцитов by N. Petrishchev N. et al.

















Н.Н. Петрищев, М.А. Галкин, Т.Г. Гришачева, И.Н. Дементьева, С.Г. Чефу
Влияние препарата на основе хлорина е6 на агрегационную активность тромбоцитов
ВЛИЯНИЕ ПРЕПАРАТА НА ОСНОВЕ ХЛОРИНА Е6  
НА АГРЕГАЦИОННУЮ АКТИВНОСТЬ ТРОМБОЦИТОВ
Н.Н. Петрищев1,2, М.А. Галкин1, Т.Г. Гришачева1, И.Н. Дементьева1, С.Г. Чефу1,2
1Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет 
им. акад. И.П. Павлова, Санкт-Петербург, Россия
2Национальный медицинский исследовательский центр им. В.А. Алмазова, 
Санкт-Петербург, Россия
THE EFFECT OF CHLORIN E6 DRUG  
ON PLATELET AGGREGATION ACTIVITY
Petrishchev N.N.1,2, Galkin M.A.1, Grishacheva T.G.1, Dementjeva I.N.1, Chefu S.G.1,2
1Pavlov First Saint Petersburg State Medical University, Saint Petersburg, Russia
2Almazov National Medical Research Centre, Saint Petersburg, Russia
Резюме
Цель исследования – изучение влияния радахлорина на агрегационную активность тромбоцитов в опытах in vitro и ex vivo. Опыты про-
ведены на крысах-самцах линии Wistar. Агрегационную активность тромбоцитов определяли в плазме, обогащенной тромбоцитами 
(PRP), турбидиметрическим методом, индуктор агрегации – аденозиндифосфат (АДФ) в конечной концентрации 1,25 μМ. Пробы PRP, со-
держащие радахлорин, облучали при плотности мощности 0,05 Вт/см2. После темновой инкубации в течение 5 мин PRP с радахлорином 
наблюдали дозозависимое угнетение агрегации тромбоцитов. Лазерное облучение (плотность энергии 12,5 Дж/см2 и 25 Дж/см2) усили-
вало ингибирующее влияние радахлорина. Через 3 ч после внутривенного введения фотосенсибилизатора скорость и интенсивность 
агрегации тромбоцитов не изменялись, а дезагрегация значимо замедлялась. Облучение при плотности энергии 5 Дж/см2 не повлияло 
на кинетику агрегации тромбоцитов, при 10 Дж/см2 –дезагреция еще больше замедлялась, а при 20 Дж/см2 – уменьшались скорость и 
интенсивность агрегации тромбоцитов, а дезагрегации не происходило. 
В условиях in vitro радахлорин дозозависимо ингибирует АДФ-индуцированную агрегацию тромбоцитов крыс; после лазерного облу-
чения этот эффект значимо усиливается. Воздействие радахлорина на циркулирующие тромбоцитов приводит к изменению их функ-
ционального состояния, что проявляется в замедлении дезагрегации после воздействия АДФ. После лазерного облучения (10–20 Дж/
см2) выраженность функциональных изменений увеличивается. Обсуждается вопрос о роли снижения дезагрегационной активности 
тромбоцитов в механизме тромбоза сосудов в зоне воздействия при фотодинамической терапии. 
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Abstract
The goal of the study is to evaluate the effect of Radachlorin (OOO “RADA-PHARMA”, Russia) (RC) on platelet aggregation in ex vivo and in 
vivo experiments. The experiments were conducted on male Wistar rats. Platelet aggregation activity was determined in platelet-rich plas-
ma (PRP) using a turbidimetric method and the aggregation inducer was ADP at a final concentration of 1.25 μM. PRP samples containing RC 
were irradiated with ALOD-Granat laser device (OOO “Alkom Medika”, Russia) at 662 nm wavelength with 0.05 W/cm2 power density. After 
a 5-minute incubation of PRP with RC in the dark, dose-dependent inhibition of platelet aggregation was observed. Laser irradiation (12.5 
J/cm2 and, especially, 25 J/cm2) increased the inhibitory effect of RC. 3 hours after intravenous administration of RC, the rate and intensity 
of platelets aggregation did not change, while disaggregation slowed down significantly. Irradiation at a dose of 5 J/cm2 did not affect the 
platelets aggregation kinetics, and disaggregation slowed down even more at 10 J/cm2, and at 20 J/cm2 the rate and intensity of platelets 
aggregation decreased, and no disaggregation occurred.
In vitro, RC inhibited the ADP-induced platelet aggregation in rats in a dose-dependent manner; after laser irradiation, this effect was en-
hanced significantly. The effect of RC on circulating platelets leads to a change in their functional state, which manifests in slowing down 
the disaggregation after exposure to ADP. After laser irradiation (10 J/cm2 and, especially, 20 J/cm2), the severity of the functional changes 
increases. The role of decreasing the disaggregation activity of platelets in the mechanism of vascular thrombosis in the affected area of 
photodynamic therapy (PDT) is discussed.
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Введение 
Данные о влиянии фотодинамического воздей-
ствия на агрегационную активность тромбоцитов не-
многочисленны и весьма противоречивы. В опытах 
in vivo при облучении сосудов микроциркуляторно-
го русла на фоне введения различных фотосенси-
билизаторов (ФС) в зоне воздействия наблюдается 
адгезия и агрегация тромбоцитов. Предполагается, 
что их активация происходит вследствие влияния 
биологически активных веществ (аденозиндифосфат 
(АДФ), тромбоксан А2 и др.), поступающих из повреж-
денного эндотелия [1], однако некоторые авторы не 
исключают фотодинамической активации тромбоци-
тов, циркулирующих в крови [2]. В опытах in vitro по-
казано, что при сочетанном действии различных ФС 
и облучения развиваются структурно-функциональ-
ные изменения тромбоцитов, в том числе отмечает-
ся снижение их агрегационной активности [3–9]. При 
проведении фотодинамической терапии новообра-
зований в эксперименте и клинике ФС обычно вводят 
внутривенно за 2–3 ч до облучения, и, следовательно, 
циркулирующие клетки крови, в том числе тромбо-
циты, в течение длительного времени подвержены 
действию ФС, поэтому можно предположить, что это 
влияет на их фоточувствительность.
Целью настоящей работы было изучение влияния 
радахлорина на агрегационную активность тромбо-
цитов в условиях in vitro и ex vivo до и после фотоак-
тивации. 
Материалы и методы
Эксперименты выполнены на крысах-самцах ли-
нии Wistar массой 240–280 г (ФГУП «Питомник лабо-
раторных животных «Рапполово»») в соответствии 
с «Руководством по использованию лабораторных 
животных для научных и учебных целей в ПСПбГМУ 
им. акад. И.П. Павлова» [10], составленным на осно-
ве Директивы Европейского парламента и Совета 
Европейского Союза 2010/63/ЕС от 22 сентября 2010 г. о 
защите животных, использующихся для научных целей.
 Животных содержали на неограниченном потре-
блении стандартного корма К-120 («Информ-корм», 
Россия) и воды при фиксированном световом режи-
ме 12.00:12.00 ч (свет:темнота). Температуру поддер-
живали в пределах 22–25 °С, относительная влаж-
ность – 50–70%. Длительность карантина составляла 
14 суток. 
Забор крови для исследования агрегации тром-
боцитов производили из яремной вены у наркоти-
зированных крыс (20%-й раствор уретана, 5 мл/кг 
внутрибрюшинно). В качестве стабилизатора крови 
использовали цитрат натрия (3,2%) в соотношении 
9:1. Для получения богатой тромбоцитами плазмы 
(platelet-rich plasma, PRP) кровь центрифугировали 
10 мин (200 g) при комнатной температуре. Часть 
PRP отбирали в пластиковую пробирку, а из остав-
шейся крови центрифугированием в течение 30 
мин (1700 g) получали бедную тромбоцитами плаз-
му (platelet-poor plasma, PPP), которую использова-
ли для калибровки шкалы оптической плотности 
агрегометра и разведения PRP до концентрации 
тромбоцитов 200–300∙109/л. Исследование агрега-
ции тромбоцитов проводили не позднее 2 ч после 
получения PRP.
Агрегационную активность тромбоцитов опреде-
ляли турбидиметрическим методом с помощью агре-
гометра АТ-01 (НПФ «Медтех», Россия), в качестве ин-
дуктора агрегации использовали АДФ (CHRONO-LOG 
Corporation, США) в конечной концентрации 1,25 μМ.
В ходе исследования регистрировали следующие 
показатели агрегатограммы:
– максимальная амплитуда агрегации (МА) – мак-
симальное увеличение коэффициента светопропу-
скания от момента внесения АДФ, в % к светопропу-
сканию бестромбоцитной плазмы;
– t1 – время достижения МА, с;
– Vагр – скорость агрегации – MA/t1 , %×c
–1;
– t2 – время уменьшения МА в 2 раза, с;
– Vдезагр – скорость дезагрегации – ½ MA /t2, %×c
–1.
Пробы PRP облучали в полипропиленовой кювете 
(d = 7 мм, h = 45 мм) с помощью полупроводникового 
лазерного аппарата АЛОД-Гранат (ООО «Алком ме-
дика», Россия), длина волны – 662 нм. Использовали 
световод с линзой для наружного облучения (ООО 
«Полироник», Россия), закрепленный в штативе. 
Торец световода располагали на расстоянии 40 мм от 
поверхности пробы. 
В качестве фотосенсибилизатора использова-
ли 0,35%-ый раствор радахлорина (ООО «РАДА-
ФАРМА», Россия, регистрационное удостоверение 
№ЛС-001868 от 16.12.2011). Концентрацию радахло-
рина в плазме крови крыс определяли после внутри-
венного введения спектрофотометрически. В момент 
введения расчетная концентрация радахлорина с 
учетом гематокрита составляла 160 мкг/мл плазмы. 
PPP разводили в 2 раза с PBS (фосфатно-солевой бу-
фер, pH 7,4) и определяли оптическую плотность при 
For citations: Petrishchev N.N., Galkin M.A., Grishacheva T.G., Dementjeva I.N., Chefu S.G. The effect of chlorin e6 drug on platelet aggrega-
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662 нм на спектрофотометре СФ-2000 (АО «ЛОМО», 
Россия). 800 мкл препарата вносили в кварцевую кю-
вету (l = 0,5 см), измерение проводили в сравнении с 
плазмой контрольных крыс, разведенной в 2 раза PBS. 
Концентрацию радахлорина в плазме определяли на 
основе калибровочного графика, построенного для 
радахлорина, разведенного в контрольной плазме в 
PBS, в интервале концентраций от 2,5 до 30 мкг/мл.
В первой группе опытов исследовали влияние ра-
дахлорина на агрегацию тромбоцитов in vitro. В стан-
дартную по содержанию тромбоцитов плазму добав-
ляли радахлорин в конечной концентрации 10, 20 и 
40 мкг/мл и после 5-минутной инкубации в темноте и 
определяли агрегационную активность тромбоцитов. 
В следующей группе опытов исследовали влияние 
фотоактивированного радахлорина на агрегацию 
тромбоцитов in vitro: в плазму, содержащую стандарт-
ное число тромбоцитов, вводили радахлорин (14 мкг/
мл), после 5-минутной инкубации в темноте пробу 
облучали и определяли агрегационную активность 
тромбоцитов. В группе сравнения исследовали вли-
яние облучения в той же дозе на агрегацию тромбо-
цитов. Режимы облучения: плотность мощности на 
поверхности пробы – 0,05 Вт/см2, плотность энергии – 
12,5 и 25 Дж/см2.
 В третьей группе опытов животным в хвостовую 
вену вводили болюсно радахлорин (5 мг/кг). До забо-
ра крови животные содержались в темноте. Через 3 ч 
проводили забор крови из яремной вены, получали 
стандартную по тромбоцитам плазму, облучали ее и 
определяли агрегационную активность тромбоцитов. 
Режимы облучения: плотность мощности на поверх-
ности пробы – 0,05 Вт/см2, плотность энергии – 5, 10, 
20 Дж/см2. 
Статистический анализ полученных результа-
тов проводили с помощью программного пакета 
IBM «SPSS Statistics Version 20.0». Значимость разли-
чий измеряемых параметров оценивали с помощью 
критерия Манна – Уитни. Отличия считали статисти-
чески значимыми при значениях р менее, чем 0,05. 
Результаты представлены в виде медиана (нижний/
верхний квартиль). Корреляционный анализ прово-
дили с использованием критерия Спирмена. 
Результаты и обсуждение 
В наших опытах для индукции агрегации тромбо-
цитов в крови крыс использовали аденозиндифосфат 
(АДФ) в концентрации 1,25 μМ, при этом агрегация 
имела обратимый характер. Данные о влиянии радах-
лорина на агрегацию тромбоцитов in vitro приведены 
в табл. 1. После 5-минутной инкубации PRP с радахло-
рином кинетика процесса изменилась: интенсивность 
агрегации уменьшилась, скорость агрегации и деза-
грегации замедлились. Выраженность этих эффектов 
напрямую зависела от концентрации радахлорина. 
Как видно из табл. 1, снижение агрегационной актив-
ности тромбоцитов при инкубации с радахлорином 
носило дозозависимый характер (коэффициент кор-
реляции Спирмена r = –0,915; p<0,001).
В следующей группе опытов после 5-минутной 
темновой инкубации PRP с радахлорином пробы об-
лучали (12,5 и 25 Дж/см2). В качестве дополнительного 
контроля исследовали агрегацию тромбоцитов сразу 
после лазерного облучения в тех же дозах в пробах 
без ФС. Как видно из данных табл. 2, лазерное облу-
чение PRP (особенно при дозе 25 Дж/см2) приводило 
к значимому увеличению интенсивности агрегации 
тромбоцитов, однако кинетика процесса при этом 
Таблица 1
Влияние радахлорина на АДФ-индуцированную агрегацию тромбоцитов in vitro
Table 1 





















(Vdisaggr), % × sec
-1
Контроль
Control 10 55,5 (51–61,7) 0,42 (0,39–0,45) 0,31 (0,26–0,34)
Радахлорин, 10 мкг/мл
Radachlorin, 10 µg/ml 5 46 (44–49)* 0,35 (0,29–0,37)* 0,15 (0,15–0,19)*
Радахлорин, 20 мкг/мл
Radachlorin, 20 µg/ml 5 36 (30–41)* 0,23 (0,23–0,29)*  0,12 (0,11–0,12)*
Радахлорин, 40 мкг/мл
Radachlorin, 40 µg/ml 5 21 (21–28)* 0,2 (0,17–0,22)* 0,08 (0,08–0,09)*
* – p<0,01 по сравнению с контролем (без радахлорина)
* – p<0.01 compared to control (without Radachlorin)
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Влияние фотоактивированного (12,5 и 25 Дж/см2) радахлорина (14 мкг/мл) на АДФ-индуцированную агрегацию 
тромбоцитов 
Table 2 












Радахлорин + лазерное 
облучение, Дж/см2
Radachlorin + laser irradiation,  
J/cm2





















0,31 (0,26–0,34) 0,34 (0,32–034) 0,3 (0,29–0,33) 0,13 (0,13–0,14)* Нет дезагрегацииNo disaggregation
* – p<0,01 по сравнению с контролем; # – p<0,01 по сравнению с радахлорином без лазерного облучения.
* – p<0.01 compared to control; # – p<0.01 compared to Radachlorin without laser irradiation.
Таблица 3 
Влияние фотоактивированного (5, 10, 20 Дж/см2) радахлорина (через 3 ч после внутривенного введения 
в дозе 5 мг/кг) на АДФ-индуцированную агрегацию тромбоцитов 
Table 3 
The effect of photoactivated (5, 10, 20 J/cm2) Radachlorin (3 hours after intravenous administration at a dose of 5 mg/kg) 






















(Vdisaggr), % × s
-1
Контроль
Control 10 55,5 (51–61,7) 0,42 (0,39–0,45) 0,31 (0,26–0,34)
в/в-введение радахлорина 
за 3 ч до забора крови
IV-administration of Radachlorin 
3 hours before blood sampling
5 68 (67–74)* 0,44 (0,41–0,46) 0,22 (0,18–0,23)*
Облучение 5 Дж/см2
Irradiation 5 J/cm2 5 65 (64–68) 0,41 (0,36–0,49) 0,21 (0,15–0,22)*
Облучение 10 Дж/см2
Irradiation 10 J/cm2 5 56 (56–57) 0,45 (0,43–0,46) 0,12 (0,1–0,13)
#
Облучение 20 Дж/см2




* – p<0,05 по сравнению с контролем; # – p<0,01 по сравнению с контролем.
* – p<0.05 compared to control; # – p<0.01 compared to control
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существенно не изменялась. После облучения PRP, 
предварительно инкубированной c радахлорином, 
наблюдали уменьшение интенсивности агрегации 
и замедление дезагрегации, особенно при дозе 25 
Дж/см2. Таким образом, фотоактивация радахлори-
на усиливала его ингибирующее влияние на АДФ-
индуцированную агрегацию тромбоцитов крыс, при 
этом стимулирующего влияния самого облучения на 
агрегацию не отмечено.
 В третьей группе опытов через 3 ч после внутри-
венного введения крысам радахлорина производили 
забор крови, получали PRP, подвергали пробы лазер-
ному облучению в разных дозах и определяли агрега-
ционную активность тромбоцитов.
Исходя из объема крови у крыс (63 мл/кг), макси-
мальная концентрация радахлорина в плазме сразу 
после введения составила 160 мкг/мл. Через 3 ч по-
сле внутривенного введения остаточная концентра-
ция ФС в PRP крови крыс составила (38,0±1,3) мкг/мл, 
или 24% от исходной концентрации, что согласуется 
с литературными данными (10–30%) [11–14]. При этом 
агрегационная активность тромбоцитов не изменя-
лась, а скорость дезагрегации значимо уменьшалась. 
В опытах in vitro при сопоставимых концентрациях 
радахлорина (20, 40 мкг/мл) эффект был значительно 
более выражен (p<0.01) (табл. 3.).
Как видно из данных табл. 3, после облучении PRP 
в дозе 5 Дж/см2 не наблюдали изменения кинетики 
агрегационной активности тромбоцитов, при дозе 10 
Дж/см2 значимо замедлялась скорость дезагрегации, а 
после облучения в дозе 20 Дж/см2 значительно умень-
шались интенсивность и скорость агрегации тромбо-
цитов, дезагрегации при этом не наблюдалось. 
Приведенные исследования показали, что радах-
лорин (основным действующим веществом которого 
является хлорин е6) оказывает прямое влияние на 
агрегацию тромбоцитов в крови крыс, причем в опы-
тах in vitro эффект более выражен, чем ex vivo.
In vitro добавление радахлорина дозозависимо 
уменьшало интенсивность АДФ-индуцированной 
агрегации, что согласуется с данными литературы 
[15], а также приводило к замедлению скорости деза-
грегации. Этот эффект ранее описан не был. По дан-
ным J.Y. Park et al. [15], хлорин е6 влияет практически 
на все процессы, активирующиеся после взаимодей-
ствия АДФ с пуриновыми рецепторами, т. е. действует 
подобно блокаторам P2Y12-рецепторов. Однако этот 
механизм не является единственным, так как ранее 
нами было описано ингибирующее влияние радахло-
рина на коллаген-индуцированную агрегацию тром-
боцитов у крыс, не связанную с активацией пурино-
вых рецепторов [16].
По современным представлениям дезагрега-
ция тромбоцитов является активным процессом. 
Инициирующие его механизмы постоянно протекают 
в тромбоцитах, предотвращая их активацию и агре-
гацию в сосудистом русле [17]. Как видно из данных 
табл. 2, радахлорин дозозависимо тормозил скорость 
как агрегации, так и, в еще большей степени, дезагре-
гации. На модели АДФ-индуцированной обратимой 
агрегации тромбоцитов крыс показано, что ингиби-
тор P2Y12-рецепторов (CS-747) уменьшал интенсив-
ность агрегации и не влиял на скорость дезагрегации 
[18]. Это подтверждает наше предположение, что точ-
кой приложения радахлорина являются не только пу-
риновые, но и другие рецепторы тромбоцитов. 
При высокой концентрации радахлорина агре-
гации тромбоцитов крыс, активированных АДФ 
и коллагеном, практически не происходило. 
Агрегатограмма при этом имела такой же вид, как при 
болезни Гланцмана (генетический дефицит GPIIb/IIIa-
рецепторов). Возможно, основной механизм влияния 
радахлорина на агрегацию и дезагрегацию тромбо-
цитов связан с его действием на мембранные рецеп-
торы, в том числе GPIIb/IIIa. Выраженность экспрессии 
GP-рецепторов и прочность их связи с фибриногеном 
определяют интенсивность агрегации и возможность 
дезагрегации. Возможно, при высокой концентрации 
радахлорина связь фибриногена с GP-рецепторами 
становится необратимой. Одним из механизмов рез-
кого угнетения агрегации тромбоцитов in vitro при 
высоких концентрациях радахлорина, особенно по-
сле активации светом, может быть утрата (shedding) 
GP-рецепторов. Подобное влияние на GP-рецепторы 
тромбоцитов оказывает повышение температуры [19]. 
При фотоактивации радахлорина его влияние на 
агрегацию и дезагрегацию тромбоцитов значимо уси-
ливалось, причем процесс дезагрегации был более 
чувствительным. 
При проведении ФДТ циркулирующие в крови ФС 
проникают в клетки крови, в том числе тромбоциты; 
после облучения происходит фотоактивация ФС и, 
возможно, фотодинамическое повреждение тромбо-
цитов. В какой мере это может повлиять на образо-
вание тромбов и нарушение микроциркуляции в об-
ласти ФДТ, остается неясным. В первом приближении 
ответ на этот вопрос можно получить в опытах ex vivo, 
исследуя агрегационную активность тромбоцитов 
после их длительного контакта с ФС в русле крови. 
По нашим данным, через 3 ч после внутривенного 
введения радахлорина скорость агрегации не изме-
нялась, а скорость дезагрегации значимо уменьша-
лась. Последующее лазерное облучение in vitro оказа-
ло ингибирующее влияние на оба процесса, причем 
более значимое – на скорость дезагрегации (рис. 1). 
На основании этих данных можно полагать что об-
лучение фотосенсибилизированных тромбоцитов в 
зоне проведения ФДТ может привести к изменению 
их функциональной активности, однако степень вы-
раженности этих изменений вряд ли значима для на-
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рушения микроциркуляции. Снижение дезагрегаци-
онной активности можно рассматривать как фактор, 
способствующий тромбозу при активации тромбоци-
тов тромбогенными факторами (АДФ, тромбоксан А2 
и др), выделяющимися из поврежденных эндотели-
альных клеток в зоне ФДТ. 
Заключение
В условиях in vitro радахлорин дозозависимо ин-
гибирует АДФ-индуцированную агрегацию тром-
боцитов крыс; после лазерного облучения этот 
эффект значимо усиливается. Воздействие радах-
лорина на циркулирующие тромбоциты приводит 
к изменению их функционального состояния, что 
проявляется в замедлении дезагрегации. После 
лазерного облучения выраженность функциональ-
ных изменений увеличивается. Снижение дезагре-
гационной активности тромбоцитов может иметь 
значение в механизме тромбоза сосудов в зоне воз-
действия при ФДТ. 
Рис. 1. Изменение скорости агрегации и дезагрегации тромбоцитов в зависимости от дозы облучения 
Fig. 1. Change in the rate of aggregation and disaggregation of platelets depending on the dose of radiation
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